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1 UVOD 
Imunoterapija postaja vse pogostejši način zdravljenja bolnikov z rakom. Pri tej so v ospredje 
postavljeni zaviralci kontrolnih točk (ZKT) kot najobetavnejša oblika terapije do zdaj. Razlogi so v 
visoki učinkovitosti, dolgotrajnem odzivu in nizki toksičnosti ZKT v primerjavi z drugimi oblikami 
imunoterapije ter konvencionalnimi terapijami raka. Razvoj ZKT so omogočila odkritja na področju 
tumorske imunologije in biologije limfocitov T. Pri tem sta bila ključna razumevanje vloge 
limfocitov T in drugih imunskih celic v imunosupresivnem tumorskem mikrookolju ter pomen 
imunskih kontrolnih točk, ki regulirajo imunski odziv (Hargadon in sod., 2018). 
Pomembnost ZKT pri imunoterapiji raka odraža dejstvo, da je bila leta 2018 za to področje podeljena 
Nobelova nagrada za medicino. Prejemnika nagrade sta imunologa James P. Allison in Tasuku 
Honjo, Njune raziskave so ključno vplivale na današnji razvoj ZKT in uporabo pri imunoterapiji. Na 
podlagi rezultatov raziskav J. P. Allisona je bil leta 2011 odobren prvi imunoterapevtik na osnovi 
ZKT – ipilimumab (zaviralec CTLA-4 kontrolne točke). Temu je leta 2014 sledila odobritev 
nivolumaba – zaviralca PD-1 kontrolne točke, ki jo je odkril T. Honjo (Hargadon in sod., 2018; The 
Nobel Prize in Physiology or Medicine, 2018). Do danes je bilo odobrenih 7 različnih 
imunoterapevtikov iz skupine ZKT za zdravljenje rakavih obolenj, kot so melanomi, karcinom 
ledvičnih celic (RCC), drobnocelični in velikocelični rak pljuč (SCLC in NSCLC), (ne-)Hodgkinov 
limfom (NHL in HL) in urotelijski karcinom ipd. (Hargadon in sod., 2018). 
2 TUMORSKA IMUNOLOGIJA 
Rak je splošno ime za obsežno skupino različnih bolezni, ki jim je skupna nenadzorovana in 
nenormalna rast ter spreminjanje telesnih celic. Onkogeneza je proces preoblikovanja normalnih 
celic v rakave, ki nastane kot posledica sprememb v onkogenih – genih, odgovornih za proliferacijo, 
diferenciacijo in inhibicijo celične smrti. Na spremembe v genomu lahko vplivajo okolje, način 
življenja, okužbe, dedna nagnjenost in naključne mutacije. Hitro rastoče rakave celice prodirajo v 
okoliško tkivo in so sposobne prek krvožilnega in limfnega sistema metastazirati v druge dele telesa 
(Ruddon, 2007; Onkološki inštitut Ljubljana, 2018). 
Razvoj rakavih obolenj je večstopenjski proces, v glavnem sestavljen iz faze iniciacije, promocije in 
napredovanja. Iniciacija je enkraten, ireverzibilen dogodek, ki spremeni normalno celico v maligno. 
Dogodek je lahko sprememba dednega zapisa zaradi mutacije ali epigenetska sprememba, ki 
posredno vpliva na ekspresijo genov. Da pride do iniciacije rakave celice, je potrebnih več sprememb 
v onkogenih, ki jih popravljalni mehanizmi ne uspejo odpraviti. Nastala rakava celica vstopi v fazo 
promocije, kjer pride do klonalne ekspanzije in prenosa spremenjenega dednega materiala na 
hčerinske celice. Za rakave celice so značilne številne genetske spremembe in izguba regulatornih 
celičnih procesov med delitvijo celic, kar okrepi njihovo nadaljnje namnoževanje. Med progresijo 
posledično prihaja do večjih sprememb genoma, ki se odražajo v spremembah genotipa in fenotipa, 
genetski nestabilnosti ter heterogenosti namnoženih rakavih celic. S tem se dodatno ojačajo njihova 
rast, invazivnost in zmožnost metastaze v druga tkiva. Poleg lastnega spreminjanja rakave celice 
spreminjajo tudi okolje, v katerem proliferirajo in ustvarjajo t. i. tumorsko mikrookolje (Ruddon, 
2007). 
2.1 TUMORSKO MIKROOKOLJE – TMO 
Tumorsko mikrookolje (TMO) je tumorska niša, sestavljena iz celičnih in neceličnih komponent, ki 
regulirajo onkogenezo in progresijo raka ter omogočajo ohranjanje lastnosti rakavih celic. 
Sestavljeno je iz ekstracelularnega matriksa, krvožilnega in limfnega prepleta, malignih, stromalnih 
in imunskih celic (Wang in sod., 2017; Shen in Kang, 2018). 
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2.1.1 Pomen rakavih celic 
Med progresijo rakave celice spreminjajo TMO z namenom ustvarjanja niše, ki bo stimulirala 
njihovo nadaljnjo proliferacijo in delovala imunosupresivno. Hitra in nekontrolirana invazija 
tumorskih celic v okoliško tkivo vodi do sprememb v kemičnih in fizikalnih lastnostih okolja. 
Rakave celice spreminjajo distribucijo, strukturo in število krvnih žil ter s tem preoblikujejo sistem 
za dostavo kisika in hranil v TMO. Hipoksija, pomankanje kisika v okoliških celicah in tkivih, 
povzroča preklop v metabolizmu rakavih celic iz oksidativne fosforilacije v aerobno glikolizo. Pri 
tem nastaja in se izloča mlečna kislina, ki povzroči nastanek kislega okolja. Poleg hipoksije in 
zakisanja TMO rakave celice povišajo tudi intersticijski tlak in togost ekstracelularnega matriksa, 
kar neposredno omejuje delovanje efektorskih imunskih celic ter rekrutira imunosupresivne celice 
(Yotunda in sod., 2010; Shen in Kang, 2018). 
2.1.2 Pomen stromalnih celic 
Najpogostejše stromalne celice v TMO so fibroblasti, periciti, endotelijske, maščobne in 
mezenhimske stromalne celice. Gre za prekurzorske celice, ki se pod vplivi TMO diferencirajo v s 
tumorji povezane fibroblaste (CAF). Ti so odgovorni za preoblikovanje ekstracelularnega matriksa 
in ustvarjanje bazalne membrane prek produkcije proteinov družine matričnih metaloproteinaz. 
Aktivno sodelujejo tudi pri procesu angiogeneze, saj izločajo angiogene dejavnike, kot so vaskularni 
endotelijski rastni faktor (VEGF), fibroblastni rastni faktor (FGF) in kemokin CXCL12 (SDF1). S 
produkcijo rastnih dejavnikov, kemokinov in citokinov pa stimulirajo proliferacijo, progresijo in 
migracijo rakavih celic (Shiga in sod., 2015; Bussard in sod., 2016). 
2.1.3 Pomen imunskih celic 
V TMO so prisotne tudi številne imunske celice. Nekatere delujejo imunosupresivno in promovirajo 
progresijo raka, druge pa imajo sposobnost odstranitve rakavih celic. Med imunosupresivne celice 
spadajo regulatorni limfociti T (celice Treg), s tumorji povezani makrofagi (TAM) in mieloične 
supresorske celice (MDSC). Efektorske imunske celice pa so citotoksični limfociti T (CTL), celice 
naravne ubijalke (celice NK) in preostale imunske celice (Shen in Kang, 2018). 
 
Slika 1: Učinki delovanja celic Treg (Shitara in Nishikawa, 2018: 4) 
Regulatorni limfociti T so najštevilčnejša populacija imunosupresivnih celic v TMO, kjer 
preprečujejo razvoj učinkovite protitumorske imunosti in omogočajo pobeg rakavih celic imunskemu 
nadzoru. Gre za podskupino CD4+ celic T, katerih splošna naloga je ohranjanje imunske homeostaze 
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in tolerance. V TMO infiltrirajo zaradi prisotnosti kemokinov, ki jih producirajo tumorske in 
okoliške celice, ter prisotnosti telesu lastnih antigenov, ki jih sproščajo rakave celice. Na svoji 
površini izražajo številne inhibitorne molekule, kot sta CTLA-4 in PD-1, s katerimi zavirajo 
dozorevanje antigene predstavljajočih celic (APC) ter efektorske učinke CTL in celic NK. Poleg 
inhibicije efektorskih celic so sposobne tudi njihove odstranitve, saj sintetizirajo grancime in 
perforine, prek katerih sprožijo apoptozo tarčnih celic. Prav tako so celice Treg odgovorne za 
spremembo koncentracije citokinov v TMO. Zmanjšujejo koncentracijo IL-2, ki velja za enega izmed 
glavnih citokinov, potrebnih za proliferacijo efektorskih limfocitov T in B ter celic NK. Istočasno 
izločajo supresivne citokine, kot so IL-10, IL-35 in transformirajoči rastni dejavnik (TGF-β), s 
katerimi zavirajo aktivacijo ter razvoj učinkovitega imunskega odziva, hkrati pa z njimi promovirajo 
napredovanje raka (Shitara in Nishikawa, 2018). 
Makrofagi so celice prirojene imunosti, ki delujejo kot APC ali fagocitirajo in uničujejo s protitelesi 
označene tujke. Neprestano krožijo po telesu, inflitrirajo vsa tkiva in tam iščejo telesu tuje snovi. Ko 
vstopijo v TMO, hipoksično okolje ojača izražanje integrinov in zmanjša ekspresijo receptorjev za 
kemokine, s čimer makrofagi postanejo ujeti v tumorski niši. Pomankanje kisika aktivira 
transkripcijski faktor HIF-1, ki je odgovoren za izgubo sposobnosti predstavljanja antigenov, kar 
neposredno vpliva na zmanjšanje zmožnosti aktivacije tumorje infiltrirajočih limfocitov (TIL). 
Oslabljeni sta tudi sposobnost fagocitoze tujkov in produkcija dušikovega monoksida (NO) 
fagocitiranim tujkom toksične molekule. Tako se makrofagi iz imunskih celic spremenijo v 
pomagalke rakavih celic, t. i. celice TAM. Poleg zaviranja aktivacije TIL prek sekrecije supresivnih 
citokinov zmanjšujejo proliferacijo že aktivnih TIL. S produkcijo kemokinov pa dodatno privabljajo 
imunosupresivne celice Treg. Izločanje citokinov in mitogenov spodbuja invazijo in metastazo 
rakavih celic ter spreminja lastnosti ekstracelularnega matriksa. Sekrecija angiogenih dejavnikov iz 
celice TAM pa stimulira angiogenezo (Yotnda in sod., 2010; Liu in Cao, 2015). 
Poleg makrofagov mieloidno celično linijo sestavljajo tudi druge celice prirojene imunosti. Gre za 
skupino heterogenih celic, ki nastajajo v kostnem mozgu in se glede na okolje diferencirajo v različne 
celice prirojenega imunskega sistema. Njihova naloga je predstavljanje antigenov limfocitom T in B 
ter fagocitoza telesu tujim snovem. Prisotnost tumorskih rastnih dejavnikov in preostalih molekul v 
TMO sproži diferenciacijo mieloidnih celic v imunosupresivne MDSC. S produkcijo različnih 
molekul, kot so TGF-β, NO, IL-10 in indolamin-2,3-dioksigenaze (IDO-encim), zavirajo delovanje 
TIL. Sodelujejo tudi v procesu angiogeneze, saj izločajo številne angiogene dejavnike (Gabrilovich, 
2017). 
V TMO se nahajajo tudi imunske celice s potencialom eliminacije rakavih celic. Pomen APC in CTL 
je opisan v nadaljevanju (poglavje 2.2). 
2.2 IMUNSKI SISTEM IN RAK 
Imunski sistem je kompleksen skupek organov, tkiv, celic in molekul, ki delujejo v smeri obrambe 
pred okužbami in drugimi telesu tujimi snovmi, kot so rakave celice ter presadki. Pri nastanku in 
napredovanju raka ima dvojno vlogo, saj v odvisnosti od TMO vzpodbuja ali zavira onkogenezo in 
progresijo raka. Celice imunskega sistema so opremljene z vsemi potrebnimi mehanizmi za 
prepoznavanje in eliminacijo tumorskih celic in drugih dejavnikov, ki bi lahko vodili do iniciacije 
raka. Zaradi svojega širokega spektra delovanja imunski sistem v boju proti raku deluje na različnih 
stopnjah. 
Prva linija obrambe je prepoznavanje in eliminacija predvsem virusnih infekcij, ki veljajo za ene 
izmed povzročiteljev sprememb v onkogenih (Kumar in sod., 2017). Med onkoviruse spadajo  
hepatitis B in C, virus Epstein-Barr, humani papiloma virus, humani herpes virus 8, človeški  
T-celični limfotropni virus in poliomavirus Merklovih celic (Mui in sod., 2017). Poleg virusov so za 
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nastanek raka redkeje odgovorne tudi bakterijske okužbe z Mycobacterium tuberculosis in 
Helicobacter pylori ter nekateri paraziti. Po podatkih svetovne zdravstvene organizacije iz leta 2012 
je 15 % vseh diagnosticiranih rakavih obolenj letno posledica okužb (WHO, 2018). 
Drugi nivo obrambe imunskega sistema pred nastankom raka je preprečevanje preostalih kroničnih 
vnetij, kot so bronhitis, pankreatitis, kronične vnetne črevesne bolezni ipd. Imunske celice na mestu 
kroničnih vnetij producirajo reaktivne kisikove spojine (ROS) in NO, ki z medsebojno reakcijo 
tvorijo mutagen ion peroksinitrit. Ta inducira poškodbe dednega materiala v zdravih okoliških 
celicah. Mesto mutacij je pogosto na zapisu za protein p53, ki regulira transkripcijo genov za 
proliferacijo, diferenciacijo in apoptozo celic, kar lahko vodi do iniciacije tumorja. Hitra in 
učinkovita eliminacija vnetnih dejavnikov ter ustavljanje vnetnih procesov prek regulatornih 
mehanizmov imunskega sistema je ključnega pomena pri zaščiti pred onkogenezo (Coussens in 
Werb, 2002; Kumar in sod., 2017). 
 
Slika 2: Proces oblikovanja tumor-specifičnega imunskega odziva (Chen in Mellman, 2013:2) 
Tretja in najpomembnejša funkcija imunskega sistema pa je prepoznavanje ter eliminacija 
predrakavih in rakavih celic. Različne imunske celice infiltrirajo mesto nastajanja raka, njihova 
usoda pa je odvisna od lastnosti TMO. V kolikor je število mutacij rakavih celic nizko in okolje 
imunostimulativno, je imunski sistem sposoben učinkovite eliminacije raka (Kumar in sod., 2017). 
Prve celice, ki se odzovejo na onkogenezo, so celice prirojene imunosti. Spreminjanje 
ekstracelularnega matriksa zaradi širjenja rakavih celic okoliške stromalne celice in tkivni makrofagi 
zaznajo kot poškodbo ter začnejo izločati vnetne citokine in kemokine. Te molekule delujejo kot 
atraktanti in aktivatorji preostalih imunskih celic, ki infiltrirajo TMO. Celice NK so sposobne 
odstraniti rakave celice neodvisno od rakavih antigenov (glej točko 2.2.1). Med apoptozo in zaradi 
genetske nestabilnosti rakavih celic se tumorski antigeni sproščajo v okolje. Te antigene prepoznajo 
in procesirajo APC, zlasti dendritične celice (DC), ter jih po limfi dostavijo v bezgavke. Tam APC 
procesirane antigene prek kompleksa MHCI in/ali MHCII predstavljajo naivnim limfocitom T. 
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Povezava med antigenom na kompleksu MHCI/MHCII in ustreznim T-celičnim receptorjem (TCR) 
ter sekundarni signali, ki prihajajo iz kostimulatornih molekul, vodijo v aktivacijo naivnega limfocita 
T. V kolikor je antigen predstavljen v kompleksu MHCII, se aktivirajo CD4+ celice T-pomagalke 
(celice TH), ki prek produkcije citokinov stimulirajo proliferacijo in diferenciacijo efektorskih 
limfocitov ter drugih imunskih celic (glej točko 2.2.1). Za uspešno eliminacijo rakavih celic morajo 
biti aktivirani naivni CD8+ limfocitov T, t. i. citotoksični limfociti T (CTL). Njihova aktivacija je 
pogojena z vezavo TCR in antigenom v kompleksu MHCI na APC ter sekundarnih signalov iz 
kostimulatornih molekul, ki vodijo do sprožitve T-celičnega odziva proti specifičnim tumorskim 
antigenom. Temu sledi klonalna ekspanzija aktiviranih CTL, ki jo stimulirajo lastni citokini in 
citokini iz celic TH1. Aktivirani CTL potujejo in infiltrirajo rakavo mesto, kjer prepoznajo in se 
vežejo na tumorske antigene, izražene v kompleksih MHCI na rakavih celicah. Povezava omogoči 
nastanek imunološke sinapse in sproščanje citotoksičnih encimov iz CTL – perforinov in grancimov, 
ki so odgovorni za apoptozo rakavih celic. S tem se sprostijo novi tumorski antigeni, ki aktivirajo 
nove efektorske imunske celice (Abbas in Lichtman, 2004; Chen in Mellman, 2013). 
2.2.1 Pomen celično posredovane imunosti 
Ko govorimo o pomenu imunskega sistema pri eliminaciji raka, se osredinjamo predvsem na vlogo 
celično posredovane imunosti. Gre za imunski odziv, ki nastane kot odgovor na znotrajcelične 
okužbe in prisotnost rakavih celic. Pri oblikovanju učinkovite celično posredovane imunost v boju 
proti raku sodelujejo antigensko specifični limfociti T in celice prirojene imunosti. Med slednjimi 
imajo najpomembnejšo vlogo DC (glej točko 2.2) in celice NK. Glavni antigensko specifičnih 
limfociti T pa so celice TH1, celice TH17 in CTL (Abbas in Lichtman, 2004; Chen in Mellman, 2013; 
Kumar in sod., 2017). 
Celice NK so sposobne odstranjevati rakave celice na različne načine. Na mestu vnetja izločajo 
dejavnike tumorske nekroze alfa (TNF-α) in IFN-γ, ki lahko v odvisnosti od vrste raka inducirajo 
apoptozo rakavih celic ali promovirajo njihovo proliferacijo. Drugi način eliminacije rakavih celic 
temelji na povezavi med receptorji in njihovimi ligandi. Določene rakave celice lahko na svoji 
površini izražajo receptorja TRAIL-R in/ali FasR, ki ob vezavi z ligandoma TRAIL in/ali FasL, 
izraženima na celicah NK, tvorita imunološko sinapso. Pri tem v celicah NK pride do eksocitoze 
granul, polnih citotoksičnih encimov. Perforini polimerizirajo membrano rakavih celic in ustvarijo 
pore, skozi katere lahko v celice vstopajo grancimi in granulzin. Grancimi veljajo za aktivatorje 
kaspaz – encimov programirane celične smrti, granulizin pa je odgovoren za poškodbe 
mitohondrijev, kar vodi v apoptozo rakavih celic (DeMaria in sod., 2017). 
Citotoksični limfociti T so celice pridobljene imunosti, sposobne neposredne eliminacije okuženih 
in nenormalnih celic. Na svoji površini izražajo TCR s koreceptorjem CD8 , s katerim prepoznava 
T-celične antigene, izražene v kompleksu MHCI, ki ga na svoji površini izražajo vse nuklearne celice 
in služi za signalizacijo znotrajceličnih okužb in napak (Abbas in Lichtman, 2004). Poleg receptorja 
za prepoznavanje antigenov se izražajo tudi preostale kostimulatorne molekule, kot so CD28, 4-1BB, 
OX40 in GITR, ki dajejo dodatne signale za aktivacijo, proliferacijo in učinkovito funkcijo CTL 
(Duhen in Weinberg, 2017). Ker so vse nuklearne celice sposobne izražanja kompleksa MHCI in 
izpostavljanja znotrajceličnih antigenov, lahko CTL direktno prepoznajo rakave celice in jih 
eliminirajo. Vendar je za učinkovit protitumorski imunski odziv potrebna aktivacija naivnih CTL 
prek APC (poglavje 2.2.) ob prisotnosti signalov iz preostalih imunskih celic, ki ojačajo delovanje 
CTL in aktivirajo tudi druge veje imunskega odziva (Kumar in sod., 2017). 
Celice TH delimo na več podskupin, med katerimi imajo ključno vlogo pri protitumorski imunosti 
celice TH1 in TH17. V katero podskupino se bodo diferencirale naivni limfociti T, je odvisno od 
signalov v okolici. Aktivacija celice TH je odvisna od TCR s koreceptorjem CD4, ki prepoznava 
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antigene v kompleksu MHCII na APC in kostimulatornih molekul kot sta liganda CD40 in CD28. 
Za učinkovit zagon pridobljenega imunskega sistema je potrebna diferenciacija celic T v celice TH1. 
Te so odgovorne za proizvodnjo citokinov, ki stimulirajo imunski odziv, potreben za eliminacijo 
znotrajceličnih okužb in napak. Celice TH1 veljajo za glavni vir IFN-γ, ki deluje kot aktivator 
makrofagov, vpliva na preklop v sintezi verige protiteles v limfocitih B iz IgM v IgG in ima potencial 
indukcije apoptoze tumorskih celic. Poleg IFN-γ lahko celice TH1 stimulirajo apoptozo rakavih celic 
prek limfotoksina alfa (TNF-β). Prav tako producirajo tudi IL-2, citokin, potreben za proliferacijo 
efektorskih limfocitov T in B ter celic NK. Efektorska funkcija TH17 celic pa je produkcija IL-17 in 
IL-22, ki na mesto vnetja vpokličejo monocite in nevtrofilce ter prek njihove produkcije kemokinov 
privabljajo druge imunske celice (Abbas in Lichtman, 2004; Kumar in sod., 2017). 
Glede na funkcije zgoraj omenjenih celic je uspešna aktivacija celično posredovane imunosti 
ključnega pomena v boju proti raku. Posledično se razvoj novih imunoterapij osredinja na 
reaktivacijo zavrtih limfocitov T v TMO, katerih trenutni rezultati so zelo obetavni. 
2.2.2 Imunsko preurejanje  
Čeprav je imunski sistem opremljen z vsemi potrebnimi mehanizmi za eliminacijo rakavih celic, se 
te tekom imunskega preurejanja lahko izognejo imunskemu nadzoru. Imunski sistem med fazo 
eliminacije (opisano v točkah 2.2 in 2.2.1) redko odstrani vse rakave celice in s tem naredi naravno 
selekcijo tistih mutant, ki so najmanj imunogene ter niso sposobne aktivacije učinkovitega 
imunskega odziva. Preživele rakave celice gredo v t. i. fazo ravnotežja, kjer se zaradi nadaljnje 
delitve rakavih celic v njih akumulira vse več genotipskih in fenotipskih sprememb, istočasno pa se 
spreminjajo tudi lastnosti TMO. Rakave celice zmanjšajo ekspresijo tumorskih antigenov, 
kompleksa MHCI in kostimulatornih molekul, kar oslabi imunski odziv. Istočasno na svoji površini 
in celicah Treg povečajo ekspresijo inhibitornih kontrolnih točk, kot sta CTLA-4 in PD-L1, prek 
katerih zavirajo efektorske imunske celice. TMO postaja vse bolj hipoksično in kislo okolje, v 
katerega infiltrirajo imunosupresivne celice MDSC, celice Treg in celice TAM. Vsi ti mehanizmi 
inhibirajo infiltracijo, proliferacijo in aktivnost efektorskih CTL in celic NK. Posledično so rakavim 
celicam omogočeni pobeg pred imunskim sistemom, neomejena rast, invazivnost in metastaza 
(Yotunda in sod., 2010; Wang in sod., 2017; Shitara in Nishikawa, 2018). 
3 IMUNOTERAPIJA RAKA 
Imunoterapija je oblika terapije, ki uporablja različne snovi za spodbujanje ali zaviranje delovanja 
imunskega sistema pri zdravljenju raka, okužb, avtoimunskih boleni in drugih imunsko posredovanih 
bolezni. Nekatere oblike imunoterapije delujejo nespecifično in uravnavajo delovanje celotnega 
imunskega sistema, medtem ko druge oblike delujejo specifično, na točno določene imunske ali 
druge celice. Pri imunoterapiji raka gre za spodbujanje, izboljšanje ali obnovo delovanja 
pacientovega lastnega imunskega sistema pri prepoznavanju in eliminaciji tumorskih celic (Ocvirk, 
2018; NCI Dictionary of Cancer Terms, 2019). 
Med razvojem imunoterapije raka so uporabili različne pristope s skupnim ciljem aktivacije in 
stimulacije protitumorske imunosti. Zametki ideje o imunoterapiji raka segajo v 19. stoletje, ko je 
ortopedski kirurg in onkolog William B. Coley razvil mešanico toksinov bakterij Streptococcus 
pyogenes in Serratia marcescens, poznano pod imenom Coleyjevi toksini. Injiciranje teh toksinov v 
rakavo tkivo je rezultiralo v lokalnem vnetju in povečani aktivaciji imunskega sistema, kar je 
posledično vodilo v regresijo tumorja pri nekaterih pacientih. Pomankanje splošnega znanja o 
imunologiji in kompleksnem delovanju imunskega sistema je nadaljnji razvoj imunoterapije ustavilo 
vse do razvoja molekularne biologije, genetike in tehnologije rekombinantne DNK (Kelly in sod., 
2017). 
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Prvi resnejši pristopi imunoterapije raka temeljijo na nespecifični imunski stimulaciji, kjer zdravila 
ojačajo vsesplošni imunski odziv in pripomorejo k uspešnejši eliminaciji rakavih celic. V prvo 
generacijo takšnih imunoterapevtikov uvrščamo zdravilo Bacillus Calmette-Guerin (BCG), katerega 
zdravilno učinkovino predstavljajo oslabljeni sevi bakterij Mycobacterium bovis. Primarno se BCG 
uporablja kot cepivo proti tuberkulozi, raziskave injiciranja BCG v rakave tvorbe pa so pokazale tudi 
učinkovito regresijo določenih vrsta raka, saj BCG lokalno spodbuja delovanje imunskega sistema. 
BCG je dobil kot imunoterapevtik s strani FDA dovoljenje za promet leta 1989 in se še danes 
uporablja za zdravljenje ter preprečevanje ponovitev več vrst rakavih obolenj v epiteliju in sluznici 
sečnega mehurja (Kelly in sod., 2017; CBZ, 2019). Prvim uspehom nespecifične imunske stimulacije 
sledi druga generacija imunoterapevtikov, ki temelji na uporabi citokinov kot modulatorjev prirojene 
in pridobljene imunosti. Med vnetnim procesom imunske celice, zlasti celice TH in makrofagi, 
izločajo vnetne citokine, ki regulirajo imunski odziv. Različni citokini na različne celice delujejo 
pleitropično, kar pomeni, da istočasno določene celice stimulirajo, druge pa zavirajo. Kljub številnim 
raziskavama uporabe citokinov kot ojačevalcev imunskega odziva v boju proti raku se v kliničnih 
praksah uporabljata zgolj dva, in sicer IFN-α ter IL-2. Glavna protirakava funkcija IL-2 je povečanje 
citotoksične aktivnost CTL in celic NK, saj ojača delovanje encimov perforirna in grancima B, ki sta 
odgovorna za apoptozo rakavih celic (Abbas in Lichtman, 2004; Kelly in sod., 2017). Rekombinantni 
IL-2 se aplicira pri zdravljenju RCC in metastatskega melanoma (Kelly in sod., 2017; Proleukin, 
2017). Poleg IL-2 se kot protirakava učinkovina uporablja tudi IFN-α, ki aktivira makrofage, 
povečuje litični potencial celic NK, stimulira razvoj celic TH ipd. (Ferreira in sod., 2018). Pri 
imunoterapiji se uporabljajo različne rekombinantne oblike IFN-α, ki imajo glede na vrsto rakavega 
obolenja drugačne učinke. V primeru raka krvnih celic, RCC in NHL je značilno zaviranje 
proliferacije in delovanja rakavih celic. Medtem ko v primeru malignih melanomov IFN-α stimulira 
delovanje imunskega sistema. Slabost uporabe citokinov kot protirakave učinkovine je njihova 
toksičnost, saj gre za nespecifične imunske aktivatorje s širokospektralnim učinkom na imunski 
sistem. Nekontrolirana uporaba citokinov vodi v sproščanje sekundarnih citokinov iz celic 
imunskega sistema, ki dodatno ojačajo celoten imunski odziv in vodijo v razvoj avtoimunskih 
bolezni, avtofagije ter imunosupresije (Kelly in sod., 2017). 
Zaradi visoke toksičnosti nespecifičnih imunskih ojačevalcev so se razvili novi pristopi 
imunoterapije raka. Med bolj uspešne strategije spada uporaba humaniziranih in humanih 
monoklonskih protiteles (mAb), katerih tarča so receptorji na tumorskih celicah – VEGF, receptor 
za epidermalni rastni dejavnik tipa 1 (EGFR) in tipa 2 (HER2). Vezava protiteles na receptorje 
inhibira njihovo aktivnost in s tem prekine različne signalne poti za proliferacijo, migracijo in 
angiogenezo rakavih celic. Hkrati lahko aktivira od protiteles posredovano celično citotoksičnost 
(ADCC), saj številne efektorske imunske celice izražajo Fc-receptor, s katerim prepoznajo in uničijo 
s protitelesi opsonizirane rakave celice. V kliničnih aplikacijah se tako uporabljajo trastuzumab in 
pertuzumab za zdravljenje raka dojk, cetuximab za zdravljenje raka debelega črevesa in rituximab 
za zdravljenje NHL ter kronične limfocitne levkemije (Kelly in sod., 2017; EMA, 2019). Poleg 
uporabe mAb pa so se istočasno razvijale tudi različne strategije vakcinacije, s katerimi bi v telesu 
stimulirali nastanek učinkovite protitumorske imunosti. Cepiva so temeljila na avtolognih tumorskih 
celicah, tumorskih peptidih, rekombinantnih proteinih, DC in adjuvansih, ki v kliničnih fazah 
raziskav niso pokazale zadostnih ter zadovoljivih učinkov na imunski sistem (Kelly in sod., 2017). 
Do nedavnega so se zdravniki redko posluževali imunoterapije raka, saj je uporaba nespecifične 
stimulacije imunskega sistema in mAb proti rakavim celicam primerna samo za določene oblike 
rakavih obolenj. Ob koncu 20. stoletja je znanstvenikom uspel preboj na področju imunologije raka, 
saj so odkrili regulatorne mehanizme rakavih celic, ki nadzorujejo aktivnost imunskega sistema in 
inhibirajo imunski odziv v TMO. Novi imunoterapevtski pristopi se tako osredinjajo na reaktivacijo 
zavrtega imunskega sistema, zlasti limfocitov T, ki imajo sposobnost direktne eliminacije tumorskih 
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celic ali stimulacije drugih vej prirojene in pridobljene imunosti prek izločanja citokinov. 
Najodmevnejša pristopa sta uporaba ZKT in terapija z modificiranimi celicami T, ki izražajo himerne 
receptorje za tumorske antigene (celična terapija CAR-T). Slednja temelji na izolaciji limfocitov T, 
njihovi genski manipulaciji in administraciji modificiranih limfocitov T nazaj v pacienta. Z genskim 
inženiringom dosežemo izražanje himernih antigenskih receptorjev (CAR) na površini modificiranih 
celic T. CAR sestavljata ekstracelularna domena za prepoznavanje in vezavo tumorskih antigenov 
ter intracelularna domena za signalizacijo in aktivacijo celic T (Kelly in sod., 2017; Chang in Chen, 
2017). 
4 POMEN KONTROLNIH TOČK 
Kontrolne točke imunskega sistema predstavljajo skupino signalnih poti, ki regulirajo imunski sistem 
in njegov odziv. Prisotne so na celicah prirojene in pridobljene imunosti, kjer prek signalov vplivajo 
na njihovo delovanje. Prav tako pa se izražajo tudi na neimunskih celicah in omogočajo zaščito pred 
lastnim imunskim sistemom. Delujejo od samega začetka aktivacije imunskega sistema, skozi 
opravljanje efektorskih funkcij, vse do eliminacije antigenov in zamrtja aktiviranih imunskih celic. 
Usklajenost učinkov kontrolnih točk je ključna za uravnavanje trajanja in obsega imunskega odziva, 
ohranjanja imunske homeostaze ter imunske tolerance. Kontrolne točke so lahko povezave med 
receptorjem in ligandom, povezave med dvema membranskima proteinoma ali na nivoju majhnih 
topnih molekul, katerih signali regulirajo imunski odziv (Pardoll, 2012; Sharpe, 2017; Kalinski in 
Basse 2019). 
4.1 KOSTIMULATORNE KONTROLNE TOČKE 
Antigene predstavljajoče celice veljajo za posrednika aktivacije limfocitov T in B. Za učinkovito 
aktivacijo pridobljenega imunskega odziva ni zadostna zgolj povezava med celičnim receptorjem in 
antigenom na APC, ampak so nujno potrebni kostimulatorni signali. Kostimulatorne kontrolne točke 
posredujejo sekundarne signale, potrebne za aktivacijo naivnih ali spominskih celic, njihovo 
proliferacijo in diferenciacijo v efektorske limfocite. Vir sekundarnega signala je povezava med 
receptorjem CD28 (naivni in spominski limfociti) in njegovima ligandoma B7.1 in B7.2 (aktivirane 
APC). Če ne pride do kostimulatornega signala, primarno aktiviran limfocit propade. Po uspešni 
aktivaciji se na površini izrazijo še preostale kostimulatorne molekule, kot so ICOS, 4-1BB, OX40, 
GITR in CD40L. Njihovi signali omogočajo ohranjanje funkcije skozi imunski odziv in sodelujejo 
pri pretvorbi efektorskih limfocitov v spominske (Duhen in Weinberg, 2017; Sharpe, 2017). 
4.2 INHIBITORNE KONTROLNE TOČKE 
Namen inhibitornih kontrolnih točk je postopno zmanjševanje aktiviranega imunskega odziva, 
ohranjanje imunske homeostaze in imunske tolerance. Inhibitorne kontrolne točke lahko spremenijo 
signalne poti v imunskih celicah kot posledico vezave liganda na receptor, spremembe koncentracije 
in vrste citokinov ter kemokinov ali primanjkljaja metabolitov v bližnji okolici. Inhibitorni receptorji, 
kot so PD-1, CTLA-4, LAG-3, TIM-3, se na imunskih celicah pričnejo izražati po njihovi aktivaciji 
in so v visokih koncentracijah značilni za izčrpane imunske celice (Sharpe, 2017; Sweis in Luke, 
2017).  
Tudi rakave celice in druge celice v TMO se opremijo z inhibitornimi kontrolnimi točkami, zlasti 
tistimi, ki zavirajo delovanje celično posredovane imunosti. S tem namreč dosežejo zmanjšan 
imunski odziv, preprečijo njihovo prepoznavanje ter se zavarujejo pred eliminacijo s strani CTL in 
celic NK. Nekatere inhibitorne kontrolne točke zgolj ustavijo signale za proliferacijo in efektorsko 
funkcijo imunskih celic, medtem ko druge lahko vodijo do eliminacije aktiviranih imunskih celic 
(Pardoll, 2012; Kalinski in Basse, 2019). 
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4.3 ZAVIRALCI KONTROLNIH TOČK 
Zaviralci kontrolnih točk (ZKT) so imunoterapevtska zdravila, s katerimi reaktiviramo zavrt imunski 
sistem. Najpogosteje gre za monoklonska protitelesa (mAb), redkeje so to fuzijski proteini, ki se 
specifično vežejo na receptorje ali ligande kontrolnih točk z namenom prekinitve zaviralnih signalov 
in/ali okrepitve kostimulatornih signalov. Lahko pa so tudi v obliki molekul, ki se vežejo na encime 
in inhibirajo njihovo aktivnost. To omogoča reaktivacijo in dodatno stimulacijo antigensko 
specifičnih imunskih celic, ki so ponovno sposobne prepoznati rakave celice, jih napasti in uničiti 
(Pardoll, 2012; NCI Dictionary of Cancer Terms, 2019). 
Prvi rezultati uporabe ZKT so pokazali izjemno pozitivne rezultate, kar je med znanstveniki ponovno 
zagnalo zanimanje za potencialne nove pristope imunoterapije raka. Uporaba ZKT v primerjavi z 
drugimi imunoterapijami in klasičnimi terapijami raka dosega večjo odzivnost pacienta, 
dolgotrajnejše rezultate in nižjo toksičnost. Posledično se vse več raziskav osredinja na odkrivanje 
novih inhibitornih in kostimulatornih kontrolnih točk na imunskih celicah. V enaki meri se izvajajo 
študije različnih kombinaciji ZKT ter aplikacije z drugimi oblikami terapij raka (Pardoll, 2012; 
Sharpe 2017; Kalinski in Basse, 2019). 
Najbolj proučene vloge kontrolnih točk in njihovih zaviralcev pri imunoterapiji raka do zdaj so tiste 
na limfocitih T, saj so sposobni neposredne eliminacije rakavih celic, s produkcijo citokinov pa 
ojačajo delovanje tudi drugih vej imunskega sistema (Pardoll, 2012). 
5 CTLA-4 
CTLA-4 (CD152) je receptor, ki se izraža predvsem na aktiviranih limfocitih T in celicah Treg. V 
neaktiviranih naivnih in spominskih limfocitih T se CTLA-4 nahaja znotrajcelično v veziklih, 
endosomih in lizososmih. Ob aktivaciji celic prek signalizacije iz TCR in povečanju koncentracije 
Ca2+ ionov se sproži transport CTLA-4 iz citoplazme na membrano. Glede na zgradbo receptor 
CTLA-4 spada v imunoglobulinsko superdružino in je kot transmembranski protein sestavljen iz 
ekstracelularne IgV-domene, transmembranske regije in citoplazmatske domene, sposobne vezave 
različnih proteinov. Gre za homologni antagonistični protein CD28 receptorja, s katerim si deli tudi 
liganda B7.1 in B7.2. Afiniteta do vezave ligandov je pri receptorju CTLA-4 mnogokrat večja kot 
pri CD28 (Sweis in Luke, 2017). 
Liganda B7.1 in B7.2 se izražata na imunskih celicah, predvsem tistih s funkcijo predstavitve 
antigenov. V odvisnosti od receptorja, na katerega se vežeta, sprožita kostimulatorne ali inhibitiorne 
signalne poti. (Collins in sod., 2005; Pardoll, 2012). 
CTLA-4 velja za inhibitorno kontrolno točko, katere natančen mehanizem delovanja še ni povsem 
raziskan. Najbolj smiselna razlaga je kompeticija z receptorjem CD28 za vezavo ligandov B7.1 in 
B7.2. Zaradi večje afinitete do ligandov CTLA-4 onemogoča in prekinja povezavo med CD28 na 
limfocitu T ter ligandoma na APC. S tem se prekinejo kostimulatorni signali potrebni za aktivacijo 
in proliferacijo limfocitov T. Drugi mogoči inhibitorni učinek je notranja signalizacija receptorja 
CTLA-4 ob vezavi z ligandom prek citoplazmatske domene. Odcepljanje proteinov SHP-1 in  
SHP-2 tirozin fosfataz iz citoplazmatske domene vodi v inhibicijo signalov iz TCR in 
kostimulatornih receptorjev. Encima sta odgovorna za ustavljanje signalnih poti, potrebnih za 
proliferacijo, diferenciacijo, celično delitev, produkcijo citokinov, adhezijo in migracijo imunskih 
celic. Tretji zaviralni mehanizem pa je posledica delovanja celic Treg, za katere je značilno 
konstitutivno izražanje CTLA-4 na svoji površini (Jago in sod., 2004; Sweis in Luke, 2017; UniProt, 
2019). 
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5.1 BIOLOŠKA FUNKCIJA CTLA-4 
CTLA-4 se začne izražati na aktiviranih limfocitih T po prejemu stimulatornih signalov iz TCR. 
Količina CTLA-4 na površini imunskih celic je neposredno odvisna od količine signala, ki prihaja iz 
TCR. Poleg znotrajceličnih signalov izražanje CTLA-4 inducira tudi prisotnost IL-2 in IFN-γ v 
okolici aktiviranih celic (Jago in sod., 2004; Wei in sod., 2018). Izražanje CTLA-4 igra ključno vlogo 
pri uravnavanju obsega aktivacije limfocitov T v zgodnjih fazah imunskega odziva in ima glede na 
podskupino limfocitov različne vplive (Pardoll, 2012).  
Naivne in spominske celice T na svoji površini ne izražajo CTLA-4 in posledično ne prihaja do 
inhibicije njihove aktivacije. Kostimulatorni signali, ki nastajajo ob vezavi CD28 z ligandoma B7.1 
in B7.2, omogočajo aktivacijo naivnih in spominskih limfocitov T v efektorske. Ob tem se na 
površini efektorskih celic postopno začne izražati inhibitorni receptor CTLA-4, ki doseže največje 
izražanje 2 do 3 dni po aktivaciji naivnega limfocita T (Sweis in Luke, 2017; Wei in sod., 2018). 
Izražanje CTLA-4 je značilno tako za celice TH kot tudi za CTL, vendar je ekspresija receptorja 
CTLA-4 mnogokrat večja pri celicah TH. Namen izpostavitve CTLA-4 na površini teh celic je lastna 
terminacija aktivacije in posledično tudi imunskega odziva. To se izraža predvsem v zavrtju 
produkcije citokinov, potrebnih za proliferacijo ter diferenciacijo efektorskih limfocitov T in B. 
Povezava med CTLA-4 in B7.1/B7.2 limitira tudi proliferacijo aktiviranih limfocitov T (CTL in  
celic TH) prek aktivacije encimov na citoplazmatski domeni receptorja. Približno 48 ur po indukciji 
izražanja CTLA-4 se ta počasi internalizira, celice propadejo ali se spremenijo v spominske limfocite 
T (Pardoll, 2012; Sweis in Luke, 2017). 
Za celice Treg pa je značilno konstitutivno izražanje CTLA-4, kjer igra pomembno vlogo pri supresiji 
imunskega sistema, ohranjanju imunske tolerance in preprečevanju avtoimunskih obolenj. Celice 
Treg s svojim receptorjem CTLA-4 vplivajo predvsem na APC in s tem posredno zavirajo aktivacijo 
imunskih celic. Povezava CTLA-4 z ligandoma B7 na APC zavira njihovo dozorevanje, istočasno 
pa prihaja tudi do odstranjevanja B7 ligandov iz APC prek trans endocitoze. Celice Treg izvajajo 
tudi kompeticijo za B7.1 in B7.2 na APC z naivnimi in aktiviranimi limfociti T, ki na svoji površini 
izražajo receptor CD28 (Pardoll, 2012; Shitara in Nishikawa, 2018; Sweis in Luke, 2017;; Wei in 
sod., 2018). 
5.2 RAKAVE CELICE IN CTLA-4 
Rakave celice na svoji površini ne izražajo ligandov B7.1 in B7.2, tako da niso sposobne direktne 
supresije efektorskih limfocitov T, ki izražajo receptor CTLA-4. Z rekrutiranjem imunskih celic v 
TMO in spreminjanjem lastnosti okolja rakave celice vplivajo na diferenciacijo limfocitov T v 
imunosupresivne celice Treg. S tem ustvarjajo nišo, ki onemogoča učinkovito delovanje imunskega 
sistema (Sweis in Luke, 2017). 
5.3 IMUNOTERAPIJA Z ZAVIRALCI CTLA-4 
Prvi odobreni imunoterapevtik na osnovi ZKT je bil ipilimumab, ki je zaviralec kontrolne točke 
CTLA-4. Gre za humano mAb IgG1κ proti CTLA-4, ki ga pridobivajo s pomočjo tehnologije 
rekombinantne DNK iz ovarijskih celic kitajskega hrčka. Protitelo se veže na receptor CTLA-4 in s 
tem prekine zaviralno regulacijo aktiviranih limfocitov T. Rezultat delovanja ipilimumaba je 
povečanje števila reaktivnih efektorskih limfocitov T, kar omogoča neposredni T-celični imunski 
odziv proti rakavim celicam. Istočasno pa lahko z vezavo na celice Treg zmanjša njihovo supresivno 
funkcijo ter njihovo število v TMO, s čimer se poveča razmerje med efektorskimi limfociti T in 
celicami Treg, kar prispeva k učinkovitejši eliminaciji tumorskih celic (Sweis in Luke, 2017; EMA, 
2019).  
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Kot monoterapija se ipilimumab uporablja za zdravljenje napredovalnega melanoma, v kombinaciji 
z nivolumabom (zaviralec PD-1 kontrolne točke) pa prav tako za zdravljenje napredovalnega 
melanoma in RCC. Nezaželeni učinki (točka 9.2) so posledica povečane ali prekomerne imunske 
aktivnosti in spadajo pod imunsko pogojene nezaželene učinke. Pojavijo se v roku 8 tednov od 
začetka zdravljena in se v 90 % primerov lahko nadzorujejo z uporabo kortikosteroidov in/ali 
imunomodulatorjev (EMA,2019). V fazi kliničnih raziskav je še eno humano mAb proti CTLA-4 
(tremelimumab), ki se z ipilimumabom razlikuje po razredu protitelesa. Trenutni rezultati sicer 
nakazujejo zmanjšanje napredovanja raka, vendar učinkovitost terapije ni dovolj velika, da bi 
zdravilo dobilo dovoljenje za promet. Zato se tremelimumab testira v kombinaciji z drugimi ZKT, 
predvsem z durvalumabom – inhibitorjem PD-L1 (Sweis in Luke, 2017; ClinicalTrials.gov, 2019). 
6 OS PD-1/PD-L1/2 
PD-1 (CD279) je receptor, ki se izraža na efektorskih limfocitih T in B, celicah NK, celicah Treg ter 
drugih celicah imunskega sistema v perifernih tkivih (Pardoll, 2012; Iwai in sod., 2017). Gre za 
protein, ki spada v imunoglobulinsko superdružino in ga sestavljajo ekstracelularna Ig-V domena, 
transmembranska domena in intracelularna domena s tirozinskim repom, ki služi za prenos signala 
v celico (Ishida, 1992; Iwai in sod., 2017; Kalinski in Basse, 2019).  
Receptor PD-1 se povezuje z ligandoma PD-L1 in PD-L2, ki po strukturi spadata v B7 
imunoglobulinsko superdružino in se izražata na različnih celičnih tipih. Ligand PD-L1 je prisoten 
tako na celičnih tipih, ki izvirajo iz hematopoetskih in mezenhimskih matičnih celic, na epitelnih 
celicah in na celicah znotraj TMO. Je prevladujoči tip liganda na rakavih celicah melanoma, 
jajčnikov in pljuč. Za PD-L2 pa je značilno izražanje samo na DC, makrofagih, mastocitah in  
B-celičnem limfomu. (Collins in sod., 2005; Pardoll, 2012; Iwai in sod., 2017; Kalinski in Basse, 
2019). 
V imunskih celicah, ki izražajo PD-1 ob interakciji z liganoma PD-L1/2, pride do aktivacije 
SHP-2 tirozin fosfataze, ki defosforilira in inhibira delovanje tirozin kinaze ZAP70. S tem se ustavijo 
signali iz TCR in kostimulatornih receptorjev, ki so nujno potrebni za proliferacijo, produkcijo 
citokinov in eliminacijo tujkov prek imunskih celic (Iwai in sod., 2017; UniProt, 2019). 
6.1 BIOLOŠKA FUNKCIJA OSI PD-1/PD-L1 
Glavni funkciji receptorja PD-1 sta regulacija in supresija imunskega odziva v poznih efektorskih 
fazah in med kroničnimi vnetji. Zato je ekspresija PD-1 močno odvisna od prisotnost  
gamma-verižnih citokinov, kot so IL-2, IL-7, IL-5 in IL-21, in interferonov tipa I, med katere spadata 
IFN-α in IFN-β, ki jih izločajo različne imunske celice tekom vnetij. Izražanje ligandov PD-L1 in 
PD-L2 je prav tako regulirano prek enakih citokinov in IFN-γ. Z izražanjem liganda PD-L1 na svoji 
površini se neimunske celice na mestu vnetja zaščitijo pred lastnim imunskim sistemom in s tem 
zagotavljajo imunsko toleranco. Tako na mestu vnetja prihaja do uravnavanja zlasti T-celičnega 
odziva z zmanjševanjem proliferacije in inhibicije efektorske funkcije aktiviranih limfocitov T 
(Pardoll, 2012; Iwai in sod., 2017; Sweis in Luke, 2017).  
Za celice Treg je značilno izražanje tako receptorja PD-1 kot tudi liganda PD-L1. Receptor PD-1 se 
na površini celic Treg izraža v mnogo manjši meri kot receptor CTLA-4, vendar ima njegova 
prisotnost ključno vlogo pri preprečevanju avtoimunskih obolenj. Zmanjšuje namreč število 
antigensko specifičnih celic T v periferiji, promovira izražanje Foxp3 in ojača supresivno aktivnost 
celic Treg. Raziskave na miših s pomankanjem receptorja PD-1 so dokazale razvoj avtoimunskih 
bolezni, saj ne prihaja do negativne regulacije imunskega odziva (Nishimura, 2001; Okazaki, 2003; 
Gianchecchi in Fierabracci; 2018). Poleg receptorja pa celice Treg izražajo tudi ligand PD-L1, ki 
promovira diferenciacijo celic TH0 v inducirane celice Treg v periferiji. Hkrati pa vezava liganda z 
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receptorjem PD-1 na efektorskih imunskih celicah zavira njihovo delovanje (Gianchecchi in 
Fierabracci, 2018). 
6.2 RAKAVE CELICE IN OS PD-1/PD-L1 
Za rakave celice je značilna spontana indukcija izražanja liganda PD-L1, ki je lahko posledica 
različnih dejavnikov. Eden izmed teh je prekomerna ekspresija liganda zaradi pogostih mutacij med 
progresijo raka. Za določene tipe raka, kot so HL, NSCLC in SCLC, je dokazano, da med genetskim 
spreminjanjem rakavih celic prihaja do podvojevanja in translokacij genov, ki nosijo zapis za liganda 
PD-L1 ter PD-L2. Poleg prekomerne ekspresije na nivoju genoma tudi drugi dejavniki povečujejo 
izražanje liganda PD-L1. Mednje spadajo prisotnost številnih interlevkinov in IFN-γ, ki jih 
producirajo infiltrirajoče celice imunskega sistema. Poleg rakavih celic ligand PD-L1 izražajo tudi 
preostale neimunske celice znotraj TMO. Ustvarjanje hipoksičnega okolja in posledična aktivacija 
transkripcijskega faktorja HIF-1 vodita v ekspresijo liganda PD-L1. Izražanje liganda PD-L1 na 
rakavih in drugih celicah znotraj TMO omogoča nadzor in inhibicijo imunskega odziva, kar lahko 
rezultira v povečani progresiji ter invaziji raka (Kalinski in Basse, 2019). 
6.3 IMUNOTERAPIJA Z ZAVIRALCI OSI PD-1/PD-L1 
Imunoterapija z uporabo inhibitorjev osi PD-1/PD-L1 je zaenkrat pokazala najboljše rezultate, 
vendar je učinkovitost terapije odvisna od vrste raka in posameznega pacienta. Na izide zdravljena 
vpliva število mutacij na rakavih celicah, več kot jih je, boljši je odziv, število CTL v TMO in nivo 
izražanja PD-1 na njih. Pri načrtovanju imunoterapije kontrolne točke PD-1/PD-L1 imamo dve tarči, 
in sicer lahko s protitelesi prekrijemo ali receptor ali ligand. Namen obeh je okrepitev aktivnosti 
efektorskih celic v TMO in posledično tudi drugih infiltrirajočih imunskih celic (Pardoll, 2012; 
Kalinski in Basse, 2019). Večina imunoterapevtikov deluje na blokadi receptorja PD-1 in ne 
njegovega liganda, saj daje dolgotrajnejše terapevtske učinke tudi v primeru, ko se mutacije v raku 
še vedno dogajajo (Iwai in sod., 2017). 
S strani FDA je do zdaj odobrenih 5 zaviralcev osi PD-l/PD-L1. Med tistimi, ki se vežejo na receptor 
PD-1, sta nivolumab in pembrolizumab, preostali, atezolizumab, durvalumab in avelumab, pa se 
vežejo na PD-L1. Aplicirajo se pri zdravljenju melanoma, NSCLC, RCC, HL, raka debelega 
črevesja, raka glave in vratu ipd. Trenutno je prek 500 aktivnih kliničnih raziskav baziranih na 
zaviralcih osi PD-1/PD-L1 kot monoterapija ali v kombinaciji z drugimi ZKT (Kalinski in Basse, 
2019; ClinicalTrials.gov, 2019). 
Uporaba inhibitorjev osi PD-1/PD-L1 v primerjavi z zaviralci CTLA-4 povzroča manjše nezaželene 
učinke. Terapija namreč temelji na reaktivaciji antigensko specifičnih efektorskih limfocitov T, ki 
niso sposobni prepoznati telesu lastnih antigenov. Neželeni učinki (točka 9.2) se pojavijo v prvih 4 
mesecih po terapiji in so imunsko pogojeni (Iwai in sod., 2017). 
7 POTENCIALNE INHIBITORNE KONTROLNE TOČKE ZA RAZVOJ NOVIH 
TERAPIJ 
7.1 LAG-3 
LAG-3 je negativni regulator aktivacije limfocitov T, saj omejuje predstavljanje antigenov v 
kompleksu MHCII na APC in inhibira signale iz TCR. Gre za membranski receptor, ki se izraža na 
aktiviranih, anergičnih, izčrpanih in regulatornih limfocitih T ter na aktiviranih celicah NK 
(Mahoney in sod. 2015; Sweis in Luke, 2017; Donini in sod., 2018).  
Po strukturi je homolog CD4 koreceptorja, s katerim si deli tudi ligand, kompleks MHCII. Afiniteta 
do vezave kompleksa MHCII je na strani receptorja LAG-3, zato njuna povezava povzroča 
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zmanjšano proliferacijo in sekrecijo citokinov CD4+ limfocitov T. Izraža se in inhibira efektorsko 
funkcijo tudi v populaciji CD8+ limfocitov T in celicah NK, ki niso sposobne direktne povezave s 
kompleksom MHCII. Prav tako za večino rakavih obolenj, z izjemo nekaterih karcinomov, ni 
značilno izražanje kompleksov MHCII. Zato morajo obstajati drugi ligandi, s katerimi se receptor 
LAG-3 lahko povezuje. Do zdaj identificirana liganda sta FGL1 in LSECtin, značilna tudi za 
tumorske celice (Pardoll, 2012; Sweis in Luke, 2017; Donini in sod., 2018; Wang in sod., 2019). 
Mehanizmi negativne regulacije prek omenjenega receptorja še niso povsem raziskani, vendar 
znanstveniki sklepajo, da imajo pri tem ključno vlogo zaviralni signali citoplazmatskega repa 
receptorja (Mahoney in sod., 2015; Sweis in Luke, 2017).  
Tudi celice Treg na svoji površini izražajo receptor LAG-3, ki se uporablja kot eden izmed 
selekcijskih markerjev teh celic (Mahoney in sod., 2015). Prek LAG-3 celice Treg ohranjajo 
homeostazo imunskega sistema, saj jim omogoča vzdrževanje lastne funkcije in regulacijo 
ekspanzije drugih imunskih celic. Zaviranje imunskega sistema z receptorjem LAG-3 je lahko 
posledica kompeticije za vezavo kompleksov MHCII na APC, kar onemogoči predstavljanje 
antigenov limfocitov. Obstaja pa tudi možnost, da je regulacija imunskega odziva prek LAG-3+ celic 
Treg povezana z njihovo sekrecijo inhibitornih citokinov kot sta TGF-β in IL-10 (Workman in 
Vignali, 2005; Andrews in sod., 2017). 
Predklinične študije inhibicije receptorja LAG-3 so pokazale pozitivne učinke reaktivacije zavrtega 
imunskega sistema. Uporaba zaviralcev te kontrolne točke zmanjšuje imunosupresivno funkcijo celic 
Treg in istočasno stimulira proliferacijo ter efektorsko funkcijo anergičnih in izčrpanih limfocitov T 
(Pardoll, 2012; Sweis in Luke, 2017; Donini in sod., 2018). V kliničnih raziskavah sta dva različna 
tipa inhibitorja kontrolne točke LAG-3. Eden je rekombinantni fuzijski protein – IMP321, ki 
posredno učinkuje na reaktivacijo imunskega sistema prek okrepitve delovanja APC. IMP321 se 
namreč veže na kompleks MHCII na APC in tako stimulira njihovo zorenje, migracijo v bezgavke 
in predstavitev antigenov celicam T. Zaključene faze I nakazujejo na varnost in učinkovitost 
inhibitorja, brez toksičnih učinkov. Trenutno se IMP321 testira kot adjuvant pri terapijah z 
inhibitorjem osi PD-1/PD-L1 pri metastatskem melanomu in solidnih tumorjih ter kemoterapiji raka 
dojk (Pardoll, 2012; ClinicalTrials.gov, 2019; NCI Drug Dictionary, 2019;). Drugi imunoterapevtiki 
pa so v obliki mAb in so tudi v zgodnjih fazah kliničnih raziskav – relatlimab, LAG525, MK-4280 
ipd. Z vezavo na receptor LAG-3 preprečijo interakcijo s kompleksom MHCII in omogočijo 
reaktivacijo signalov iz TCR, ki so odgovorni za ohranjanje funkcij antigensko specifičnih  
limfocitov T in ojačanje citotoksičnosti CTL. Inhibitorji receptorja LAG-3 se v večini raziskujejo v 
kombinaciji s preostalimi ZKT, zlasti s PD-1, saj je njuno izražanje singeristično (Pardoll; 2012; 
Donini in sod., 2018; NCI Drug Dictionary, 2019). 
7.2 INDOLAMIN-2,3-DIOKSIGENAZA (IDO-ENCIM) 
Indolamin-2,3-dioksigenaza je intracelularni encim, ki oksidira triptofan v kinurenin. Triptofan je 
esencialna aminokislina, nujna za celično preživetje in sintezo proteinov, ter je prekurzor serotonina 
in drugih funkcionalnih molekul. V kinurininski poti se triptofan prek IDO-encima pretvarja v 
aktivne metabolite s protimikrobnim in imunosupresivnim učinkom. V človeškem telesu je  
IDO-encim prisoten v različnih tipih celic, kot so na primer mezenhimske matične celice, 
endotelijske, dendritične in številne druge celice. Njegovo sintezo inducira prisotnost IFN-γ in  
TNF-α. Primarna biološka funkcija IDO-encima je sodelovanje pri vzpostavitvi imunske tolerance 
matere na otroka. 
Zaradi prisotnosti visokih koncentracij IFN-γ in TNF-α je sinteza IDO-encima povišana v rakavih in 
preostalih celicah znotraj TMO. Zmanjševanje prostega triptofana ustvarja stresne pogoje za 
limfocite T, kar stimulira njihovo diferenciacijo v celice Treg. Prav tako pomankanje triptofana 
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ustavlja celični cikel ter tako onemogoča klonalno ekspanzijo efektorskih limfocitov T. Iz kinurenina 
nastajajo tudi toksični metaboliti, ki vodijo v apoptozo limfocitov T (Bilir in Sarisozen, 2017; Sweis 
in Luke, 2017). 
V kliničnih raziskavah je kar nekaj različnih molekul, ki delujejo kot inhibitorji IDO-encima. Vsem 
je skupna vezava na IDO-encim in inhibicija njegove aktivnosti, kar zmanjša koncentracijo 
kinurenina in poveča koncentracijo prostega triptofana v TMO. Rezultat inhibicije IDO-encima se 
izraža v povečani proliferaciji in aktivaciji številnih imunskih celic, kot so DC, celice NK in  
limfociti T. Trenutno je aktivnih 18 kliničnih študij, ki uporabljajo inhibitorje IDO-encima v 
kombinaciji z drugimi ZKT. Od tega jih največ temelji na uporabi indoximoda in epacadostata. 
Slednji je skupaj z inhibitorjem PD-1 (pembrolizumab) v kliničnih študijah zdravljenja solidnih 
tumorjev dosegel 53-odstotno odzivnost med pacienti (Sweis in Luke, 2017; ClinicalTrials.gov, 
2019; NCI Drug Dictionary, 2019). 
7.3 TIM-3 
TIM-3 je receptor, ki se najpogosteje izraža na celicah TH1, prisoten pa je tudi na celicah Treg, DC, 
celicah NK, monocitih in izčrpanih CTL. Ima pomembno vlogo pri ohranjanju imunske tolerance, 
saj na živalskih modelih s pomankanjem receptorja TIM-3 prihaja do razvoja avtoimunskih bolezni, 
kot so multipla skleroza, revmatoidni artritis in luskavica (Sweis in Luke, 2017; Wei in sod., 2018).  
Veže se z različnimi ligandi – galektin 9, PtdSer, HMGB1 in CEA-CAM1, vendar učniki interakcij, 
z izjemo glaektina 9, še niso znani. Ligand galektin 9 se izraža na številnih rakavih celicah in v 
limfoidnih organih. Ob lokalnem vnetju je njegovo izražanje povečano tudi v perifernih celicah, kot 
so celice endotelija, fibroblasi in astrocite, z namenom zagotavljanja imunske tolerance zdravih tkiv. 
Vezava galektina 9 na receptor TIM-3 vodi v inhibicijo celic TH1, kar rezultira v supresiji produkcije 
IFN-γ, IL-2 in preostalih citokinov (Zhu in sod., 2005; Pardoll, 2012; Sweis in Luke, 2017; Wei in 
sod., 2018). 
V TMO se receptor TIM-3 izraža tudi na izčrpanih limfocitih T in MDSC. Slednjim omogoča 
ekspanzijo, istočasno pa inhibira delovanje efektorskih CTL. Na izčrpanih CD8+ limfocitih T je 
značilna ko-ekspresija z receptorjem PD-1. Zato je neučinkovitost imunoterapije z zaviralci osi 
PD-1/PD-L1 lahko posledica ekspresije TIM-3. Imunoterapija z zaviralci TIM-3 je v zgodnjih 
kliničnih raziskavah in temelji predvsem na kombinaciji z inhibitorji osi PD-1/PD-L1 (Padroll, 2012; 
Kalinski; 2017; Donini in sod., 2018). 
8 POTENCIALNE KOSTIMULATORNE KONTROLNE TOČKE ZA RAZVOJ NOVIH 
TERAPIJ 
8.1 ICOS 
ICOS je kostimulatorni receptor družine CD28 receptorjev, izražen na aktiviranih limfocitih T in B. 
Za naivne limfocite T je značilna nizka ekspresija receptorja ICOS, ki se ojača ob primarni aktivaciji 
in signalizaciji prek TCR in CD28 (Duhen in Weinberg; 2017; Donini in sod., 2018; Wei in sod., 
2018).  
Veže se z ligandom B7-H2 (ICOS-L), ki se konstitutivno izraža na limfocitih B, DC, monocitih, 
makrofagih in tudi na nekaterih rakavih celicah. Izražanje B7-H2 je ojačano prek prisotnosti 
IFN-γ (Collins in sod., 2005; Donini in sod., 2018). Interakcija med receptorjem in ligandom je 
ključna za diferenciacijo CD4+ celic T v folikularne celice T pomagalke (celice TFH), celice TH2 in 
celice TH17. Celice TFH so ključnega pomena pri oblikovanju germinalnih centrov znotraj 
sekundarnih limfatičnih organov. Interakcija z limfociti B omogoča njihovo proliferacijo in 
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produkcijo raznolikih protiteles. Hkrati se v celicah TFH spremeni produkcija citokinov iz IL-2 v 
IL-10 in IL-21. Slednji pozitivno vpliva na CTL, saj promovira proliferacijo in ohranja aktivnost, 
medtem ko IL-10 velja za zaviralca imunskega odziva. Pomen celic TH17 je opisan pod točko 2.2.1, 
celice TH2 pa nimajo pomembne vloge v boju proti raku (Duhen in Weinberg, 2017; Ferreira in sod., 
2018; Donini in sod., 2018; Uwadiae, 2019). Povezava med ICOS in B7-H2 stimulativno deluje tudi 
na druge aktivirane limfocite, ki izražajo receptor ICOS, saj okrepi njihovo proliferacijo in preživetje 
(NCI Drug Dictionary, 2019). Določen del populacije celic Treg v TMO prav tako izraža receptor 
ICOS, ki jim omogoča ohranjanje zaviralne funkcije imunskega odziva, poveča njihovo preživetje, 
proliferacijo in stimulira produkcijo velikih količin imunosupresivnega citokina IL-10 (Tu in sod., 
2016; Wei in sod., 2018). 
Imunoterapije z zaviralci CTLA-4 so pokazale povečano ekspresijo receptorja ICOS v perifernih 
limfocitih, kar bi lahko uporabili kot biomarker inhibicije CTLA-4. Istočasno znanstveniki 
raziskujejo imunoterapevtike v obliki antagonističnih mAb ali fuzijskih proteinov, ki bi z vezavo na 
receptor ICOS ojačali T in B celični odziv  (Duhen in Weinberg, 2017; Donini in sod., 2018). 
Določene oblike imunoterapije stremijo k prekinitvi interakcije med CD4+ limfociti T, zlasti med 
celicami Treg v TMO in DC. To rezultira v ustavitvi proliferacije in akumulacije celic ICOS+ Treg 
ter zmanjša koncentracijo IL-10. Med njimi je mAb MEDI-570 trenutno v fazi I kliničnih raziskav 
(ClinicalTrials.gov, 2019; NCI Drug Dictionary, 2019). Druga potencialna tarča pa je stimulacija 
proliferacije, preživetja in okrepitve imunskega odziva efektorskih limfocitov T znotraj TMO. V 
zgodnjih fazah kliničnih testiranj sta mAb JTX-2011 in GSK3359609  (ClinicalTrials.gov, 2019; 
NCI Drug Dictionary, 2019). 
8.2 RECEPTORJI DEJAVNIKOV TUMORSKE NEKROZE (TNFR) 
Ko govorimo o dejavnikih tumorske nekroze (TNF) govorimo o superdružini številnih proteinov in 
njihovih receptorjev, ki so v ospredju raziskav imunoterapije avtoimunskih bolezni.  
TNF-superdružino sestavlja 19 TNF-proteinov, ki se vežejo na 29 različnih TNF-receptorjev. Ti 
receptorji se izražajo skoraj na vseh celicah v telesu, zlasti na imunskih celicah in imajo 
imunostimulativne ter imunosupresivne učinke. Raznolikost v učinkih je posledica nabora različnih 
proteinov na citoplazmatski domeni, ki služijo za znotrajcelično signalizacijo.  
Prve ideje o imunoterapiji raka z uporabo TNF-superdružine so bile uporaba proteinov TNF-α in 
TNF-β kot signalnih proteinov za aktivacijo protitumorskega imunskega odziva in apoptozo rakavih 
celic. Klinične raziskave so pokazale življenjsko nevarne stranske učinke, kar je med znanstveniki 
za nekaj časa opustilo idejo o uporabi TNF-proteinov. Ponovno zanimanje za imunoterapijo na 
osnovi TNF-superdružine je vzpodbudilo odkritje receptorjev, kot so 4-1BB, OX40, CD27, GITR, 
CD40 in njihovih ligandov (Duhen in Weinberg, 2017). 
8.2.1 4-1BB 
Kostimulatorni receptor 4-1BB se izraža na imunskih celicah, kot so aktivirani limfociti T, celice 
NK in celice Treg, prehodno pa tudi na drugih celicah imunskega sistema. Njegovo prisotnost na 
površini je moč zaznati hitro po prvih signalih aktivacije naivnih limfocitov T, kjer se ohranja 
približno 48 ur. Vezava z ligandom 4-1BBL pripomore k boljši aktivaciji, preživetju in efektorski 
funkciji 4-1BB+ imunskih celic (Mahoney in sod., 2015; Duhen in Weinberg, 2017).   
Ligand 4-1BBL izražajo zlasti profesionalne APC in tudi različne celice karcinomov. Povezava 
receptorja in liganda ima številne učinke, in sicer odvisno, na katerih celicah se izraža. Deluje kot 
stimulator CD8+ limfocitov T, pri katerih okrepi preživetje, proliferacijo, citotoksičnost in nastanek 
spominskih celic, predvsem, ko se telo bori z virusnimi infekcijami (Duhen in Weinberg, 2017; Salih 
in sod., 2000). Hkrati zavira patološke spremembe, ki so posledica avtoimunskih bolezni. Raziskave 
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so namreč pokazale, da indukcija receptorja 4-1BB z antagonističnimi protitelesi zmanjšuje znake 
avtoimunosti pri eksperimentalno induciranem encefalomielitiusu, sistemskem eritematoznem 
lupusu, kronični vnetni črevesni bolezni in pri revmatoidnem artistu. Študije nakazujejo tudi 
pozitivne učinke receptorja 4-1BB na celicah NK, zlasti okrepitev procesa ADCC (Duhen in 
Weinberg, 2017). Natančen pomen izražanja receptorja 4-1BB na celicah Treg še ni povsem 
razjasnjen. So pa leta 2016 Akhmetzyanova in sod. (2016) dokazali, da uporaba antagonističnih 
protiteles receptorja povzroča reprogramiranje celic Treg v efektorske CD4+ limfocite T (Mahoney 
in sod., 2015). Raziskave Saliha in sod. (2000) nakazujejo, da se ima ligand 4-1BBL na rakavih 
celicah dvojno vlogo. Interakcija z receptorjem 4-1BB na aktiviranih limfocitih T okrepi njihovo 
produkcijo IFN-γ. Vezava fuzijskega proteina na ligand pa nakazuje tudi na potencialno 
intercelularno signalizacijo na strani 4-1BBL, saj vodi v produkcijo IL-8 in IFN-γ v rakavih celicah. 
Uporaba 4-1BB antagonističnih mAb pri imunoterapiji raka je osredinjena predvsem na stimulacijo 
efektorskih limfocitov T in celic NK. Trenutna ideja o stimulaciji receptorja 4-1BB je še v zgodnjih 
kliničnih raziskavah, vendar prvi rezultati nakazujejo predvsem na pomembnost doziranja teh 
protiteles, saj prihaja do prekomerne aktivacije imunskega sistema. Raziskave uporabe urelumaba 
(antagonist receptorja 4-1BB) so se zaradi hudih neželenih učinkov ustavile v fazi II kliničnih 
raziskav (Duhen in Weinberg; 2017). Istočasno se odvija 12 kliničnih študij uporabe utomilumaba 
(antagonist receptorja 4-1BB), ki zaenkrat ne kažejo nobenih neželenih učinkov (Pfizer, 2017; 
ClinicalTrials.gov, 2019). Zaradi zmanjševanja avtoimunskih učinkov lahko v prihodnosti 
pričakujemo številne raziskave uporabe 4-1BB antagonističnih protiteles v kombinaciji z drugimi 
ZKT (Duhen in Weinberg, 2017). 
8.2.2 OX40 
Indukcija izražanja kostimulatornega receptorja OX40 se zgodi 12 ur po začetni aktivaciji limfocitov 
T in se na njihovi površini ohranja 48 do 72 ur. Ekspresija OX40 ni odvisna samo od TCR-signalov, 
temveč tudi od prisotnosti gamma-verižnih citokinov. To nakazuje, da so signali s strani OX40 
potrebni pri poznejših stopnjah aktivacije in opravljanju efektorske funkcije limfocitov T. Poleg 
limfocitov T receptor OX40 izražajo tudi celice NK, nevtrofilci in celice NKT (Mahoney in sod., 
2015; Duhen in Weinberg; 2017; Donini in sod., 2018).  
Receptor se veže z ligandom OX40L, ki ga je moč zaznati na površini APC, NK, mastocitih, 
limfocitih T (parakrino delovanje) in celicah endotelija. Interakcija med receptorjem in ligandom 
promovira proliferacijo, sproščanje proinflamatornih citokinov, poveča preživetje in pripomore k 
oblikovanju dolgotrajnega T celičnega spomina (Mahoney in sod., 2015; Duhen in Weinberg; 2017; 
Donini in sod., 2018). Receptor OX40 izražajo tudi celice Treg, vendar so si ideje o njegovi funkciji 
nasprotujoče. Nekateri trdijo, da OX40 stimulira ekspanzijo celic Treg, drugi pa, da inhibirajo 
njihovo indukcijo, zmanjšujejo število in imunosupresivno funkcijo (Duhen in Weinberg; 2017).  
Prve raziskave uporabe OX40 antagonističnih mAb so dale zelo obetavne rezultate. Namreč 
dokazano je, da se koreceptor OX40 izraža na TIL znotraj TMO, kar omogoča hiter odziv imunskih 
celic na rakave (Duhen in Weinberg; 2017). Prva zaključena faza I kliničnih raziskav uporabe 
imunoterapevtika MEDI6469 je dokazala dobro prenašanje terapije med pacienti z blagimi 
neželenimi učinki. Vezava mAb na receptor OX40 je stimulirala proliferacijo limfocitov T in 
reaktivacijo tumor-specifičnega imunskega odziva. Pri 12 od 30 pacientov je prišlo tudi do 
zmanjšanja tumorjev (Curti in sod., 2013). V kliničnih testiranjih so tudi druga antagonistična mAb 
OX40 in fuzijski proteini OX40L:Ig (Duhen in Weinberg; 2017). 
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8.2.3 CD27 
CD27 je član TNF-receptorjev, ki se konstitutivno izraža na večini aktiviranih limfoidnih celicah – 
celice NK, limfociti T in B. Veže se z ligandom CD70, ki ga prehodno izražajo APC, celice NK in 
aktiviranih limfociti T. Visoko učinkovit ligand je membransko vezan, pojavlja pa se lahko tudi v 
manj učinkoviti topni obliki. Interakcija CD27 z CD70 daje pomembne signale za klonalno 
ekspanzijo naivnih limfoidnih celic in njihovo diferenciacijo v efektorske celice ter pozneje v 
spominske celice. Ligand CD70 se izraža tudi na solidnih tumorjih, in sicer z namenom ustvarjanja 
izčrpanih limfocitov T, ki se posledično diferencirajo v celice Treg ali gredo v apoptozo (Duhen in 
Weinberg, 2017; Donini in sod., 2018). 
Predklinične raziskave antagonističnih protiteles osi CD27/CD70 so pokazale okrepitev  
tumor-specifičnega imunskega odziva (Duhen in Weinberg, 2017). V zgodnjih kliničnih študijah 
različnih vrst raka in v kombinaciji z drugimi imunoterapijami je zdravilo varlilumab, katerega prvi 
rezultati nakazujejo na uspešno T-celično simulacijo, produkcijo citokinov in z minimalnimi 
nezaželenimi učinki (Burris in sod., 2017). 
8.2.4 GITR 
GITR je kostimulatorni receptor TNFR-družine, ki ga izražajo aktivirani limfociti T, DC, monociti, 
granulociti in celice NK. Njegov ligand GITR-L se izraža na APC in celicah endotelija. Signali, ki 
prihajajo ob vezavi liganda na receptor, so ključni za efektorske stopnje imunskega odziva, predvsem 
za vzpostavitev in ohranjanje T celičnega spomina. (Duhen in Weinberg, 2017; Donini in sod., 2018).  
Zanimanje za uporabo GITR antagonističnih mAb so sprožili rezultati eksperimentalnih raziskav, ki 
so pokazali, da aktivacija signalizacije prek GITR omogoča premagovanje lastne tolerance. Ustvarja 
limfocite T, odporne na supresijo s strani celic Treg, in zmanjšuje njihovo število. Hkrati pa reaktivira 
spominske limfocite T. Prvi rezultati kot monoterapija ali v kombinaciji z inhibitorji PD-1 veliko 
obetajo, saj učinkujejo na zelo slabo imunogene oblike raka, kot sta rak jajčnikov in glioblastom 
(Duhen in Weinberg, 2017; ClinicalTrials.gov, 2019).   
8.3 CD40 
Poleg raziskovanja vseh kontrolnih točk na limfocitih T želijo znanstveniki identificirati tudi  
kostimulatorne točke na drugih imunskih celicah. CD40 je receptor, značilen za APC in se povezuje 
z ligandom CD40L, ki se izraža na aktiviranih limfocitih T po prejemu primarnega signala prek TCR. 
Interakcija med njima na APC poveča ekspresijo kompleksov MHC, produkcijo citokinov in drugih 
kostimulatornih proteinov z namenom okrepitve začetka aktivacije celic T. Tudi nekatere rakave 
celice, zlasti B celični limfomi, izražajo omenjeni receptor, zato bi vezava mAb lahko pripomogla 
celicam NK pri procesu ADCC (Duhen in Weinberg, 2017).  
V kliničnih testiranjih je prek 10 različnih imunoterapevtikov proti osi CD40/CD40L, s katerimi 
želijo ojačati funkcije APC in prek njih stimulirati aktivacijo T-celic (Duhen in Weinberg, 2017). 
Med najbolj raziskane imunoterapevtke (antagonisti CD40) spadajo lucatumumab, dacetuzumab in 
selicrelumab. Slednji stimulira proliferacijo in aktivacijo APC ter pripomore pri ADCC tumorskih 
celic, za katere je značilna prekomerna ekspresija CD40 (NCI Drug Dictionary, 2019). 
9 POMEN UPORABE ZAVIRALCEV KONTROLNIH TOČK IN NJIHOVA 
PRIHODNOST  
Zaviralci kontrolnih točk veljajo za najobetavnejši pristop pri terapiji raka in imajo v primerjavi z 
drugimi terapijami večjo učinkovitost, dajejo dolgotrajnejši odziv in povzročajo milejše ter redkejše 
nezaželene učinke. 
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9.1 UČINKOVITOST IN ODZIV 
Najboljši vpogled v učinkovitost in odziv ZKT dajejo metaanalize. Leta 2015 je Schadendorf s sod. 
izvedel preživitveno analizo uporabe ipilimumaba pri zdravljenju metastatskega melanoma. Analiza 
je pokazala povprečno preživetje 11,4 mesecev. Krivulja preživetja je začela stagnirati pri približno 
3 letih, kar je doseglo ali preseglo okoli 22 % pacientov. Medtem je preživetje bolnikov nad 3 leti po 
kemoterapiji doseženo pri 12,2 % pacientov. Dolgoletno spremljanje je pokazalo, da nekateri 
posamezniki živijo tudi več kot 10 let (Schadendorf, 2015; Hargadon in sod., 2018).  
Analize odziva in preživetja uporabe zaviralcev osi PD-1/PD-L1 dajejo še boljše rezultate. Uporaba 
nivolumaba (anti-PD1) pri zdravljenju melanoma doseže odziv pri 40 % pacientih, v primerjavi s 
13,9-odstotno odzivnostjo pri kemoterapiji. Istočasno znaša preživetje brez napredovanja bolezni 
5,1 mesec, medtem ko je ta pri kemoterapiji 2,2 meseca. Aplikacija pembrolizumaba (anti-PD1) v 
primerjavi z ipilimumabom pri zdravljenju metastatskega melanoma poveča 2-letno preživetje s 
43 % na 55 % (Hargadon in sod., 2018). 
Kombinacija ipilimumaba in nivolumaba pri terapiji metastatskega melanoma preseže 3-letno 
preživetje pri 58 % pacientih. Pri monoterapijah za ipilimumab 3-letno preživetje znaša 34 % in 
52 % za  nivolumab (Hargadon in sod., 2018). 
9.2 NEZAŽELENI UČINKI 
Nezaželeni učinki so imunsko pogojeni in se pojavijo zaradi nenamerne stimulacije imunskega 
sistema, ki ni usmerjen proti tumorju. Nastopijo v nekaj tednih ali mesecih po začetku zdravljenja 
pri ZKT, vendar se glede na uporabljen imunoterapevtik razlikujejo po intenziteti in organu, ki ga 
prizadenejo. Najpogosteje prizadeti organ je koža (34–40 % pacientov), kjer se pojavijo izpuščaji in 
srbečica. Sledijo jim gastrointestinalne težave (okoli 20 % pacientov) v obliki diareje in kolitisa, 
endokrinopatije (do 16 % pacientov), kot je hipofizitis in pnevmonitis (okoli 5 % pacientov). Dobra 
lastnost je, da se zgodaj prepoznani neželeni učinki lahko zdravijo s kortikosteroidi ali 
imunomodulatorji, pri hujših oblikah pa se mora terapija ustaviti. (Hargadon in sod., 2018; 
Ovčariček, 2018).  
Pojavnost nezaželenih učinkov je večja pri zdravljenju z zaviralci receptorja CTLA-4, kot je  
PD-1/PD-L1. Razlog je v tem, da inhibitorji CTLA-4 delujejo v zgodnjih fazah imunskega odziva in 
aktivirajo naivne limfocite T, medtem ko inhibitorji osi PD-1/PD-L1 učinkujejo v poznejši fazah 
imunskega odziva in vplivajo na efektorske limfocite T. Pri anti-CTLA-4-terapiji se nezaželeni 
učinki pojavijo pri manj kot 75 %, v primerjavi z anti-PD-1/PD-L1-terapijo, kjer je pojavnost manjša 
od 30 % (Ovčariček, 2018). Hujše oblike nezaželenih učinkov se pojavijo pri 16 % pacientov pri 
anti-PD-1/PD-L1 terapiji, 22,8 % pacientov pri anti-CTLA-4, 40,3 % pacientov pri kemoterapiji in 
55,3 % pacientov pri kombinaciji zaviralcev CTLA4 in osi PD-1/PD-L1 (Man in sod., 2017). 
9.3 IZZIVI PRIHODNOSTI 
Dokazano je, da imunoterapija raka ne učinkuje pri vseh pacientih v enaki meri, razlogi za to pa 
ležijo še v neodkritih dejstvih tumorske imunologije in biologije imunskih celic. Zato se nadaljnje 
raziskave osredinjajo na razumevanje bioloških funkciji že poznanih kontrolnih točk. Istočasno pa 
poteka iskanje novih receptorjev, ligandov in drugih molekul, ki regulirajo imunski odziv (Wei in 
sod., 2018). Intenzivno se iščejo tudi biomarkerji, s katerimi bi lahko selekcionirali paciente in 
določali prognozo zdravljenja (Hargadon in sod., 2018; Sharma in Allison, 2019).  
Poleg iskanja nepoznanih dejstev se del raziskav osredinja na kombinacije že znanih terapij raka. 
Možne so kombinacije med različnimi mAb, ki se lahko istočasno vežejo na skupno tarčno celico in 
delujejo sinergistično ali ob različnih časih med aktivacijo imunskega sistema (CTLA-4 in  
Klenovšek T. Pomen zaviralcev kontrolnih točk pri razvoju novih terapevtskih pristopov zdravljenja raka. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
19 
 
os PD1/PD-L1), s čimer podaljšamo trajanje odziva. Testira se tudi uporaba ZKT v kombinaciji s 
konvencionalnimi terapijami, kot so operacije, kemo- in radioterapije, tarčne terapije ter 
elektroporacija. Hkrati pa se ZKT raziskujejo skupaj z drugimi imunoterapijami, kot so  CAR-T, 
citokini, vakcine, ter genskimi terapijami, med katere uvrščamo inhibitorje mutacij (Mahoney in 
sod., 2015; Wei in sod., 2018; Sharma in Allison, 2019). 
10 ZAKLJUČEK 
Glede na prve uspehe ZKT pri imunoterapiji raka, ki so povečali zanimanje med znanstveniki za to 
področje v zadnjih desetletjih, lahko v prihodnosti pričakujemo še veliko novih odkritij. Aktivna 
iskanja novih kontrolnih točk, boljše razumevanje njihovega delovanja in predvsem kombinacije 
ZKT z drugimi terapijami bodo signifikantno izboljšale načine zdravljenja raka ter pacientom 
omogočale boljše življenje. To napoved potrjuje tudi dejstvo, da je bilo v prvih 5 mesecih leta 2019 
s strani FDA odobrenih 5 novih terapij z uporabo ZKT (Cancer Research Institute, 2019). Kljub vsem 
izjemnim dosežkom imunoterapije raka pa dvomim, da bomo v bližji prihodnosti sposobni doseči 
popolno ozdravitev raka. Gre namreč za bolezen, ki se zaradi genetske nestabilnosti in hitrih mutaciji 
rakavih celic neprestano spreminja in išče nove mehanizme, s katerimi se uspešno brani pred 
različnim terapijam, posebno v poznih stadijih rakavih obolenj. 
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PRILOGA A 
Pregled (potencialnih) kontrolnih točk pri imunoterapiji raka 
 
Kontrolna 
točka 
Ligandi 
Celice, ki izražajo 
receptor 
Funkcije Vir 
Inhibitorna 
B7.1 in B7.2 
Aktivirani limfociti 
T in celice Treg 
Inhibicija zgodnjih faz 
imunskega odziva   
(↓ aktivacije in proliferacije) 
Pardoll, 2012; 
Sweis in Luke, 
2017; Wei in sod., 
2018 
CTLA-4 
PD-1 
PD-L1 in  
PD-L2 
Efektorski limfociti 
T in B, celice NK in 
Treg, ostale imunske 
Inhibicija poznih efektorskih 
faz imunskega odziva (↓ 
proliferacije in efektorske 
funkcije v periferiji) 
Pardoll, 2012; Iwai 
in sod., 2017; 
Kalinski in Basse, 
2019 
LAG-3 
Kompleks 
MHCII, FGL1 
in LSECtin 
Aktivirani, 
anergični, izčrpani in 
regulatorni limfociti 
T, celice NK 
Zmanjšanje predstavljanja 
antigenov na APC, inhibicija 
signalov iz TCR 
Mahoney in sod. 
2015; Sweis in 
Luke, 2017; Donini 
in sod., 2018 
TIM-3 
Galektin 9, 
HMGB1, 
PtdSer in 
CEA-CAM1 
TH1, DC, celice NK 
in Treg, monociti, 
izčrpani CTL 
Zagotavljanje periferne 
imunske tolerance zdravih tkiv 
(↓ produkcije 
proinflamatornih citokinov) 
Pardoll, 2012; 
Sweis in Luke, 
2017; Wei in sod., 
2018 
IDO encim / 
Producirajo različne 
celice 
Zmanjševanje prostega 
triptofana, ustavljanje 
celičnega cikla  
Bilir in Sarisozen, 
2017; Sweis in 
Luke, 2017 
Kostimulatorna 
B7-H2 
Aktivirani limfociti 
T in B 
Diferenciacija TH0 celic v 
folikularne celice T 
pomagalke, TH2 in TH17 
celice 
Duhen in Weinberg; 
2017; Donini in 
sod., 2018; Wei in 
sod., 2018 
ICOS 
4-1BB 4-1BBL 
Aktivirani limfociti 
T, celice NK in Treg 
Okrepitev preživetja, 
proliferacije, citotoksičnosti in 
nastanka spominskih celic 
Mahoney in sod., 
2015; Duhen in 
Weinberg, 2017 
OX40 OX40L 
Aktivirani limfociti 
T, nevtrofilci, celice 
NK in NKT 
↑ proliferacije, produkcije 
proinflamatornih citokinov, 
preživetja in nastanka 
spominskih celic  
Mahoney in sod., 
2015; Duhen in 
Weinberg; 2017; 
Donini in sod., 2018 
CD27 CD70 
Večina aktiviranih 
limfoidnih celic 
↑ klonalne ekspanzije in 
diferenciacije naivnih celic v 
efektorske 
Duhen in Weinberg, 
2017; Donini in 
sod., 2018 
GITR GITR-L 
Aktivirani limfociti 
T, DC, monociti, 
granulociti, celice 
NK 
Okrepitev efektorskih faz 
(vzpostavitev in ohranjanje T-
celičnega spomina) 
Duhen in Weinberg, 
2017; Donini in 
sod., 2018 
CD40 CD40L APC 
↑ ekspresije kompleksov 
MHC, produkcije citokinov in 
drugih kostimulatornih 
citokinov 
Duhen in Weinberg, 
2017 
 
